







学 位 の 種 類





にっ くに さ ゆ き







査)教 授 一 島 英 治
教 授 神 尾 好 是
教 授 前 忠 彦
一147一
論 文 内 容 要 旨
序論
味噌はその使用する麹の原料の種類によ り,米味噌,麦 味噌,豆 味噌およびその他
の味噌に分類される.そ のうち米味噌は,味 噌の生産量の約8割 を占める代表的な味
噌である。それは,主 な原料を大豆,米 および食塩 とし,蒸 煮大豆に米麹 と食塩およ
び水分調整のための種水を混合 し容器に詰め,発 酵 ・熟成させてつ くられる。仕込み
の際には,あ らか じめ培養 した酵母や乳酸菌が添加され ることが多い。発酵 ・熟成の
過程 においては,原 料に含 まれるタンパク質,脂 質,炭 水化物等の諸成分は,麹 の各
種酵素によ り分解され,さ らには,乳 酸菌,酵 母による発酵作用により,味 噌 らしい
外観,物 性,香 味が醸成されて くる。
原料の大豆や米に含 まれるタンパク質の分解 については,そ の生成物が呈味成分 と
して重要なので,水 溶性窒素成分の側面か らこれまでに研究されて きた。そ して,タ
ンパク質は麹の酵素によ りー水溶性 のア ミノ酸,ペ プチ ドに分解され ることや,遊 離ア
ミノ酸組成や各種ペプチ ドの熟成中の変化が明 らかにされている。また,米 味噌(辛口)
の熟成後 には,水 溶性窒素の全窒素に対する割合(タ ンパク溶解率)は 約60%となるこ
とか ら,味 噌の熟成度をあらわす指標のひ とつ としてタンパク溶解率が用い られてい
る。
しか しなが ら,仕 込み直後の米味噌の約SO%,製品味噌の約40%を占める水不溶性タ
ンパク質の側 面か らの研究は,こ れまでほ とん ど行われていなかった。 このため,味
噌熟成 中の動態に?い て総合的なタンパ ク質分子か らの知見の集積は不十分であった。
近年では,核 磁気共鳴装置(NMR>等の分析機器による食品中の分子,イ オン等の存在状
態に関する状態分析が進んでお り,味 噌の発酵 ・熟成に関する研究の新 しい手法 とし
て期待 されている。
味噌の発酵 ・熟成中で原料タンパク質の分解 を引 き起 こすのは,麹 菌(舶pθrg∫1加8
0rγz∂θ)の酵素である。麹菌は,我 が国においては清酒,味 噌,醤 油,食 酢等の発酵
食品の醸造に使用されている重要な菌類に属する微生物である。一方,麹 菌は強力な
発ガン物質であるアフラ トキシンの生産菌 バ.f拍四8や 護.ρ∂r∂8ゴがcθ3などと分類
学的には非常に類似の菌である。このため麹菌の分類学上の位置付けは,味 噌製品の
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安全性確保の観点か らも求め られている。近年,そ の塩基配列が良 く保存されている
ところか ら,細 菌の系統進化や分類 ・同定の研究には16SリボゾームRNA(rRNA)が用い
られ る様 になって きた。 ところが,こ の麹菌においては,ま だその塩基配列は一部分
しか明 らかにされていない。
本研究は,味 噌熟成 中のタンパク質の動態を解析するにあた り,水 不溶性タンパク
質の側面か らの観点も入れて,改 めて熟成中の大豆タンパク質 ・米タンパク質の分解,
大豆の蒸煮条件の味噌熟成中のタンパク質分解におよぼす影響,味 噌の発酵 ・熟成に
重要な"塩 なれ"現 象について解析 し,明 らかにしたものである。さらに,味 噌熟成
のスターターである麹菌な らびに近縁の菌種について,そ の18SrRNA遺伝子(rDNA)
の塩基配列を決定 して系統進化樹 を作製 し,麹 菌な らびに近縁菌類の系統進化の位置
付けを明 らかに したものであ る。
第1章 味噌原料に含 まれ るタンパク質の発酵 ・熟成中の動態
1-1.水 不溶性タンパク質の蒸煮中の変化
味噌の水不溶性タンパク質は,水 や食塩水ではほ とんど抽出されないが,2%2一メル
カプ トエタノール(囲)を 含む2%ドデシル硫酸ナ トリウム(SDS)溶液には,70%以上溶解
した。蒸煮大豆の水不溶性画分を,MEを含むSDS溶液で抽出後,SDS-PAGEを行 った結果,
蒸煮大豆の全アセ トン粉末 と水不溶性画分の電気泳動パターンには大きな差は認めら
れなかったことか ら,蒸 煮後の大豆タンパク質の解析には,水 不溶性画分か らの検討
も可能であることを明 らかにした。また,未 加熱の浸漬大豆と同 じようなSDS-PAGEの
電気泳動パター ンは,蒸 煮処理条件を強 くするにつれて不明瞭にはなったが,120℃
20分の蒸煮処理条件 まで観察された(Fig.1)。同様 な結果は,6M塩 酸グアニジン






を試醸 し,味 噌熟成中のタンパク質をSDS-PAGEや6MGuHCIによるゲルろ過によ り調
べた。仕込み直後の味噌の電気泳動バター ンやクロマ トグラムは,蒸 煮大豆のそれ ら
とほぼ同様 なパターンが観察された(Fig.3)。仕込み1日 後の電気泳動では,大 豆タン
パク質のサブユニヅ トのバ ン ドは薄 くな り,ま たは消失 した。また,一 方では,よ り
電気泳動移動度の早い位置(よ り低分子)に 新 しいはっき りしないバン ドが出現 し,
熟成 日数 とともに濃 くなった。仕込み熟成10日以後は泳動パターンの変化は少なかっ
た。この ことから,大 豆タンパク質の酵素分解は仕込み潭後に急激に進み,そ の結果,
熟成初期の水溶性の窒素成分が著 しく増加することを明 らかに した(Fig.4)。また,熟
成後め水溶性画分には相対分子質量(盈)10K以上のタンパク質はほとん ど認めない
(Fig.5)が,本来のポ リペプチ ド鎖が切断されて生成 した福,5K～20Kのタンパク質が水
不溶性成分 として味噌中に存在することを明らかに した。
大豆タンパク質のサブユニ ットのバ ン ドは味噌の発酵熟成中に消失する過程で,
11Sの塩基性サ ブユニッ トに由来するバ ン ド(Fig.3,B)は,薄くな りなが らも熟成40日









理区と90℃処理 区では,大 豆タンパク質の酵素による分解様式が異なるもの と推定 し
た。このため,各 区か らの味噌のアセ トン粉末を調製 して,味 噌のタンパク質をSDS-
PAGE法により調べた。加熱処理を行わない浸漬大豆を直接仕込み処理 に用いた味噌で
は11Sタンパク質の酸性サブユニ ヅト,7Sタンパク質のα',α一サブユニ ットが25日間




7Sタンパク質のβ一サブユニ ッ トは熟成中に易解 されたが,11Sタンパク質の塩基性サ
ブユニ ヅ トのバン ド(Fig.7,B)は25日でも浸漬大豆のそれ とほとん ど変わ らず,こ の
サブユニツ トは90℃の加熱処理後でさえ,麹 のタンパク分解酵素による加水分解作用
に対 して抵抗性 を示 した。100℃10分間の加熱処理では,塩 基性サ ブユニ ッ トは熟成中
ほ とんど分解 され,低 分子のはっきりしない多 くのバン ドが出現 した。この点,100℃
で10分の加熱処理による大豆タンパク質の味噌熟成 中の成分変化 は,90℃以下の加熱
処理 とは明 らかに異なった。 この100。Cの加熱処理区の電気泳動パター ンは,10分間の
大豆煮熟時間をさらに3時 間まで延長 しても,顕 著な差は見 られなかった'
(Fig.8)。以上により,大 豆タンパク質の味噌熟成中の酵素による分解のためには
100℃の温度を必要 とす るが,熱 処理時間は10分間で充分であることを明 らかにした。
しか しなが ら,1000CIO分間の煮熟大豆で調製 した味噌は,官 能検査によるそのテク
スチャーが1000C2時間や3時問処理区と比べ有意に劣るものであった(Table1)。熟成
味噌のテクスチ ャーの点か らは,大 豆の組織の軟化のためには100℃10分処理よ り強
い条件,例 えば100℃120分間あるいは100℃180分の熱処理 を必要 とすることを明らか
とした。このため,味 噌用の大豆蒸煮条件の設定には,熟 成味噌のテクスチ ャーを考
慮 し大豆組織の軟化 を指標 とする必要があると結論 した。 これは,従 来か ら行われて
いた蒸煮大豆の硬 さを指標 とした蒸煮条件の設定方法は合理的な方法であることを改
めて確認す るもの となった。
1-4.米 タンパク質の発酵 ・熟成 中の変化
通常の米味噌(辛 口)の 場合,麹 歩合を7と すると,味 噌に含 まれるタンパク質の
12%程度は米に由来 することになる。そこで,米 味噌製造における米タンパク質の発酵
・熟成中の変化を調べた。
蒸米の蛋 白溶解率は,0.3～0.4%と低いが,製 麹工程により蛋 白溶解率は10%程度 ま
で上昇 した。麹 に水 と食塩のみを加え発酵させた麹 自己消化区とさらに蒸煮大豆をも
加えた味噌区を調製 しそのタンパク質を調べた。麹 自己消化区の蛋白溶解率は味噌区
のそれ より低かった(Fig.9)ことか ら,米 のタンパク質は,大 豆のタンパク質に比べ,
麹のタンパ ク分解酵素では分解されに くいことものと推定 した。そこで,米 タンパク
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質 の 水 不 溶 性 画 分 のSDS-PAGEパター ンを調 べ た。 凍 結 乾 燥 した浸 漬 米 区 分 と麹 区分 に
は,あ ま り差 は 見 られ な か った(Fig,10>。60日間発 酵 ・熟 成 さ せ た麹 自 己消 化 区 には,
顕 著 な 払22K～23Kのグル テ リンのバ ン ドと,薄 い26K,37K,39Kと57Kのバ ン ドが 認
め'られ た 。 これ らの バ ン ドは また,大 豆 も加 え た 味 噌 区で も観 察 され た(Fig.11)。こ
の こ とに よ り,味 噌 の発 酵 ・熟 成 中,米 の タ ンパ ク質,特 に グル テ リ ンの22K～23Kの
タ ンパ ク質 は,麹 の タ ンパ ク分 解 酵 素 で は 分 解 され に くい こ とが 明 らか とな っ た 。
第2章 味噌熟成中の塩辛さと水溶性窒素
味噌の発酵 ・熟成 とともに,同 一食塩濃度でも塩辛さが減少するいわゆる"塩 な
れ"現 象が起 こることを官能評価か ら確かめた(Table2)。また,食 塩濃度を一定にし
た味噌抽 出液の23Na-NMRスベク トルの半値幅は熟成 中増加 し,、水分活性値(aw)は減少
することを認めた(Fig.12)。次に,グ ルコース,カ ザ ミノ酸,ア ルコールや乳酸の水
溶性物質よ り成 る味噌の抽出液のモデル溶液を調製 し,保 存後,熟 成時間の経過がお
よぼすN照スペク トルの半値幅 と水分活性値への影響を調べ,時 間の経過は23Na一醐Rス
ペク トルの半値幅および水分活性の値にほとんど影響 しないことを認め,単 な る時間
の経過は,Naイオンや水分子の存在状態にほとんど影響を及ぼさないことを明 らかに
した(Fig.13)。23Na-NMRスペク トルの半値幅は,グ ルコース,カ ザ ミノ酸等の水溶性




以上の結果から,単 なる時間の経過は塩辛さの減少には影響されず,塩 辛 さの減少
"塩なれ"は
,発酵熟成中のグルタミン酸等の水溶性物質の増加によるものであ るこ




第3章 麹 菌 の 系統 的 分 類
3-1.麹 菌 な らび に近 縁 菌 の18Sリボ ゾ ー ムRNA遺伝 子(rDNA)の塩 基 配 列
麹 菌 の18SrDNAは,ゲノ ムDNAから直接PCR法に よ り増 幅 し,憾.orアzaθATCC1011
と オ。f!a田8NFRI1212の2菌株 に つ い て は,5'末 端 の約40塩 基 を除 く1761塩基 を
決定 した(Fig.16)。ま たオ.80ゴ∂θIFo4386,オ、 伽arlfJcM2259,バ.加8θrIFo
6341,滋.a5"朋orゴIFO4033および 滋.ρar∂3ゴオ∫o囎NFRI・1153につ い て は,5'末 端 お
よび3'末端 の お よ そ70塩基 を 除 く1733の塩 基 配 列 を決 定 した 。 決定 した1733塩基 の
18SrDNAの塩 基 配 列 は,オ 。orアz∂θATCC1011,滋.flay〃3NFRI1212,ん30ゴaθ
IFO4386,減.ρara3fがo囎NFRI1153で全 く同 一 で あ っ た(Table3)。同様 に,躍 、
a肥〃orfIFO4033とオ、η∫8θrIFO6341の塩 基 配 列 も 同 一 で あ っ た。 以 上 の こ とか ら,
保 存 度 の 高 い遺 伝 子 で あ る18SrDNAの塩 基 配 列 は,こ れ らの よ う な極 め て 近 縁 な菌 の
間 で は,同 一 で あ る こ とを 明 らか に した 。 一 方,沼 、orγz∂θATCC1011の塩 基 配 列 と,
遼.オ翻 ∂rfゴJCM2259では1ヶ 所 の 相 違 箇 所 を認 め た 。 オ.or7z∂θATCC1011と滋。
ηf8θrIFO6341,躍.副翻or∫IFO4033の塩 基 配 列 との 間 に は,11ヶ所 の 異 な る箇 所
を認 め た 。 また,決 定 した 滋.orアz∂θATCC1011の約1700塩基 の配 列 を すで に発 表 さ
れ て い る3、0θrθy∫3拍θや 肌ora53∂と比 較 す る とそ ゐ ア イ デ ンテ ィテ ィー は,そ れ ぞ
れ88.1%と91.1%であ った 。 この こ とか ら,菌 類 の場 合 も,18SrDNAの塩 基 配 列 は,細
菌 の場 合 と同様,最 も基 本 とな る遺 伝 情 報 の 一 つ で あ る こ とを 明 らか に した 。
さ らに,こ れ らの 菌株 間 の塩 基 配 列 の比 較 か ら進 化 距 離 を 求 め,系 統樹 を作 製 し 「





orアz∂θやハ.flayαsのそれと一致 していたことか ら,本 菌は オ。orアzaθの近縁菌 と
推 定された。さ らに,メ トレを有 し,ア フラ トキシン生産性は全 く認められず,抽 出
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・精 製 した5株 の総DNAの 制 限 酵 素 枷 ∂1に よ る切 断パ タ ー ン は(Fig。18,3kbp,
1.8kbp,1kbpのバ ン ド),ハ.f1∂四3の そ れ とは(Fig.18,4kbp,1.8kbpのバ ン ド)異
な り,バ.orアzaθの そ れ(Fig.18,3kbp,1.8kbp,1kbpのバ ン ド〉と一 致 して い た こ と
か ら,蒸 米 か ら調 製 され る ネパ ー ル の米 麹 マ ナ の 主 要 な 菌 は 滋.orアz3θで あ る と同定
した 。 以 上 の よ う に,分 子 生 物 学 的 手 法 を用 い る こ とに よ り醸 造 産 業 の 利 用 菌 株 を比
較 的 簡 単 に麹 菌 と同定 で き る こ とを 明 らか に した。 今 後,近 縁 の 菌 のrDNAのデ ー タベ
㌣ スが 充 実 され,こ の手 法 が 一般 化 され る こ とが 期 待 さ れ る。
結論
味噌の発酵 ・熟成過程 における原料に含 まれるタンパク質の動態を水不溶性タンパ
ク質の観点から解析 した。大豆タンパク質のサブユニ ットの麹菌のタンパク分解酵素
による分解は仕込み直後か ら急激に進み,そ の結果熟成初期の段階で水溶性の窒素成
分が著 しく増加 することを明らかに した。また,本 来のポ リペプチ ド鎖が切断されて




は10分間で充分であることを明らかに した。 しか しなが ら1製 品味噌の官能検:査の結
果か ら,大 豆の組織の軟化にはよ り強い条件 を必要 としたことか ら,味 噌用の大豆蒸




を解析 し,米 のタンパク質は,大 豆のタンパク質に比べ,.麹の酵素によ り分解されに
ぐいことを明 らかにした.特 にグルテ リンの塩基性サブユニ ットは,麹 菌のタンパク
分解酵素では分解されに くいことを見出した。
味噌の発酵 ・熟成 とともにいわゆる"塩 なれ"が 起 こることを官能評価か ら確かめ
た。 しか し,単 なる時間の経過 と塩辛さの減少は結びつかないことが見出されたこと
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か ら,味 噌熟成中に見 られた塩辛さと水分活性値の減少お よび23Na-NMRスペク トルの
半値幅の増加は,発 酵熟成 中のグルタ ミン酸等の水溶性物質の増加 によるものである
ことを明 らかに した。以上,味 噌の塩なれ現象にとっては,発 酵 ・熟成中の原料 に含
まれるタンパク質の酵素分解による呈味成分の生成が,極 めて重要であることを改め
て示 した。
味噌の発酵熟成中の原料タンパ ク質の分解を引 き起 こすのは,麹 菌(A.oryzae)の酵
素である。麹菌は,我 が国においては清酒,味 噌,醤 油,食 酢等の日本の特色ある発
酵食品の醸造に使用されている重要な菌である。一方,麹 菌の近縁菌には強な発ガン
物質であるアフラ トキシンの生産菌 凶。f!8四3やバ.ρar∂3鴛fω3があ り,麹 菌 とこ
れ らの近縁菌はに類似 した分類学的位置を与えられている。そこで,麹 菌ならびに近
縁菌にっいて,18SrDNAの約1700の塩基配列を決定 し,さ らに,こ れ らの菌株間の塩
基配列の比較か ら系統樹を作製 し,麹 菌 とその近縁菌の系統進化の位置付けを明 らか
にした。さらに,18SrDNAの塩基配列等の分子生物学的手法を用いることによ り未知
の菌株 を麹菌 と比較的簡単 に同定で きることを明 らかにした。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
日本の伝統的発酵食:品である味喀は,日本人の食生活における必須の調味料として存在 してきたば




わ らず,味 嗜原料の多様なこと,醸造微生物 とその酵素が多 く複雑なこと,固相と液相における生化
学反応,長 期の熟成などの製造プロセスの複雑さのため,味噌醸造における原料成分の分解 と熟成味
噌成分形成への移行のメカニズムは不明なところが多いのが現状である。
本研究は味噌熟成中のタンパク質に焦点をあて,そ の動態を解析 したものである。本研究は,タ ン
パク質の動態解析にあた り,これまでほとんど研究が行われなかった味噌の不溶性 タンパ ク質に注 目
した。味噌の不溶性タンパク質は米味噌の場合,仕 込み直後に80%であり,熟成後の製品味噌になる
と約40%に減 じた。その間の変化につ き,味噌製造プロセスの原料大豆蒸煮条件,原 料仕込配合条




認められないことを明らかにした。一方,水 不溶性画分 として存在するタンパ ク質は5～20KのMr
のものが味噌中に存在す ることを明らかにした。大豆タンパク質由来の11Sの塩基性サブユニットは
熟成40日まで観察され,麹 菌プロテアーゼ抵抗性であることを明 らかに した。100℃の加熱処理は








の塩基配列を解析 し系統樹 の作製を行 った。また,ネ パールの米麹マナ主要菌株の同定を行 い
、43ρθrg沼粥07ッzαθと決定 した。
以上,本研究は従来ほとんど未解決のまま残されていた味噌熟成中のタンパク質,こ とに不溶性タ
ンパク質の動態解析と麹菌に関し研究を行ったもので,審査員一同本研究者に博士(農 学)の 学位を
授与するのに値するものと認定 した。
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